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Summary
The common octopus is a species of high commercial interest and nowadays is considered as an emergent species in aquaculture. 
The mRNA expression level of immune-related genes (TLR, C1q, Galectin, PGRP, LITAF, SERPIN, PRDX and Caspase 3) was analyzed by Real-
time qPCR on embryos and paralarva of O. vulgaris at age of 0, 10, 20 and 34 days. Additionally, paralarvae of 22 days were challenged with live 
Vibrio lentus and V. splendidus during a time course (1 h, 4 h and 24 h). This analysis will allow a better understanding of the developmental of 
immune system of these paralarvae, which will help to identify key factors for survival and culture of the common octopus. Regarding ontogeny, Em 
showed the lowest expression of PGRP, Galectin and TLR. In contrast, C1q was visibly expressed. TLR and SERPIN were highly expressed in Pa0. 
A notably increase in the expression of C1q, Galectin, PGRP, PRDX and LITAF began from Pa10D. Caspase 3 expression gradually increased from 
Em to Pa34D. V. lentus and V. splendidus induced a notable expression of TLR, C1q and PRDX during 1 h and 4 h post infection (p. i.). 
Nevertheless, they markedly suppress the activation of genes responsible to bind pathogens as Galectin during the first hours p.i.. Particularly, V. 
lentus suppressed the expression of SERPIN at 4 h, coinciding with a remarkably expression of the apoptotic gene Caspase 3. The present results 
suggest that the ability of immune system to recognize pathogens and avoid infections is a priority in recently hatched paralarva. However, a 
noticeable increase of gene expression was observed from Pa10D. 
Resumen
El pulpo común es una especie de gran importancia comercial, considerada como una especie emergente en 
acuicultura. En este trabajo se analizó el nivel de expresion de los genes inmunes TLR, C1q, Galectin, PGRP, 
LITAF, SERPIN, PRDX y Caspasa 3 mediante PCR cuantitativa (q-PCR) en embriones y paralarvas de O. vulgaris 
de edades 0, 10, 20 y 34 dias. Adicionalmente, se infectaron paralarvas de 22 dias con bacterias patógenas vivas 
Vibrio lentus y V. splendidus a1h, 4h y 24h. El estudio del desarrollo del sistema inmune de estas paralarvas 
ayudará a identificar factores claves para la supervivencia y cultivo del pulpo común. Durante el desarrollo 
ontogénico, los embriones mostraron el menor nivel de expresión de PGRP, Galectina y TLR. Por el contrario, C1q 
se observó visiblemente expresado. TLR y SERPIN fueron los genes que presentaron mayor nivel de expresión en 
Pa0D. A partir de Pa10D se observó un notable incremento en la expresión de C1q, Galectina, PGRP, PRDX y 
LITAF. La expresión de Caspasa3 se incrementó gradualmente desde Em. V. lentus y V. splendidus inducen un 
notable incremento de la expresión de TLR, C1q y PRDX entre 1h y 4h post infección. Sin embargo, durante las 
primeras horas de infección se observó una disminución de la expresión de Galectina. Particularmente la infección 
por V. lentus produjo una disminución de la expresión de SERPIN a 4h p.i., coincidiendo con una marcada 
expresión de Caspasa 3. Los resultados obtenidos sugieren que la capacidad del sistema inmune de reconocer 
patógenos y evitar infecciones es significativamente activo desde los estadíos de paralarvas recién eclosionadas. 
Sin embargo, se observó un aumento significativo de los genes seleccionados a partir de Pa10D. 
Justificación
El pulpo común O. vulgaris es una especie de gran importancia comercial y actualmente es considerada como una 
especie emergente en acuicultura. Sin embargo, su cultivo integral se ve obstaculizado por las altas tasas de 
mortalidad y bajo crecimiento que presentan las paralarvas criadas en cautividad. El estudio del papel de 
determinados genes involucrados en el desarrollo ontogénico y en la capacidad de la respuesta inmune de estas 
paralarvas frente a patógenos podrá ayudar a identificar los factores claves para la supervivencia de las 
paralarvas en sus estadios iniciales de desarrollo, y por tanto para su cultivo, y permitirá establecer las bases para 
desarrollar programas específicos para el control de enfermedades de  cefalópodos en acuicultura. 
Material y Métodos
A partir de puestas de O. Vulgaris eclosionadas en el acuario, se realizó un muestreo de paralarvas de distintos 
estadíos (embrión, paralarvas de 0, 10 20 y 34 dias de desarrollo criadas en cautividad. Adicionalmente, se 
infectaron experimentalmente paralarvas de 22 dias de desarrollo con bacterias patógenas vivas Vibrio lentus y V. 
splendidus mediante baño durante un curso de tiempo de 1, 4 y 24 horas. Después de la extracción del RNA total 
de cada una de las paralarvas por separado utilizando Trizol, y su cuantificación mediante un espectrofotómetro 
NanoDrop ND2000 (Thermo Scientific), se sintetizó el cDNA utilizando la enzima Maxima First Strand cDNA 
Synthesis para RT-PCR (Thermo Scientific.) Se diseñaron primers específicos para cada uno de los genes 
seleccionados mediante el software Primer 3 (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). La 
eficiencia de los primers utilizados se calculó determinando las pendientes de las curvas estándar de acuerdo con 
el método Pfaffl (2001). Se determinó el mejor gen de referencia (HKG) mediante los programas NormFinder 
(Andersen et al., 2004), geNorm (Vandesompele et al., 2002) y Bestkeeeper (Pfaffl et al., 2004). Las RT-qPCR se 
realizaron por triplicado en un volumen total de 25 µl utilizando placas de 96 pocillos en un FAST Thermocycler 
7500 (Applied Biosystems). Cada pocillo contiene 1 µl de cDNA (dilución 1/10), 12.5 µl de SYBR green PCR 
master mix (Thermo Scientific) y 0.5 µl de cada primer diluído (10µM). Las condiciones de amplificación fueron: 95 
ºC 10 min; 40 ciclos de 95 ºC 15 s, y 60 ºC 1 min. La expresión de los genes seleccionados se normalizó utilizando 
el HKG seleccionado, y se analizó mediante el método Pfaffl (2001). Los resultados se expresaron como media ± 
desviación estándar. El efecto de la infección en la expresión de los genes se midió mediante unidades de cambio 
calculadas dividiendo los valores de expresión normalizados en ejemplares infectados, entre los valores de 
expresión normalizados de individuos controles sin infectar. Los datos se analizaron mediante un test t de Student, 
y las diferencias se consideraron estadísticamente significativas con p<0.05.
Resultados y Discusión
En este trabajo se analizó el nivel de expresion de los genes inmunes TLR, C1q, Galectin, PGRP, LITAF, SERPIN, 
PRDX y Caspasa 3 mediante PCR cuantitativa (q-PCR) en embriones (Em) y paralarvas de O. vulgaris de edades 
0 (PaoD), 10 (Pa10D), 20 (Pa20D) y 34 (Pa34D) dias, asi como en paralarvas infectadas expreimentalmente con 
bacterias patógneas. Durante el desarrollo ontogénico, Em mostró el menor nivel de expresión de PGRP, 
Galectina y TLR. Por el contrario, C1q se observó visiblemente expresado en embriones. TLR y SERPIN fueron 
los genes que presentaron mayor nivel de expresión en Pa0D, observándose después una disminución hasta las 
Pa34D. A partir de Pa10D y hasta Pa34D se observó un notable incremento en la expresión de C1q, Galectina, 
PGRP, PRDX y LITAF. La expresión de Caspasa3 se incrementó gradualmente desde Em hasta Pa34D. 
Adicionalmente se observó que V. lentus y V. splendidus inducen un notable incremento de la expresión de TLR, 
C1q y PRDX entre 1h y 4h post infección. Sin embargo, durante las primeras horas de infección se observó una 
disminución de la expresión de Galectina. Particularmente la infección por V. lentus produjo una disminución de la 
expresión de SERPIN a 4h p.i., coincidiendo con una marcada expresión del gen apoptótico Caspasa 3. Los 
resultados obtenidos sugieren que la capacidad del sistema inmune de reconocer patógenos y evitar infecciones 
es significativamente activo desde los estadíos de paralarvas recién eclosionadas. Sin embargo, se observó un 
aumento significativo de los genes seleccionados a partir de Pa10D. 
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